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 چکیده

های ستیغ عصبی از بافت لوله عصبی  هدف از این مطالعه ارائه یک روش ساده و کارآمد جهت جداسازی و تعیین خصوصیت سلول  :هدف

 باشد.  می

درصد در داخل انکوباتور  16 تا 33و رطوبت نسبی گراد  درجه سانتی 93ساعت در دمای  93حدود  دار های نطفه تخم مرغ ها: مواد و روش

ها از روی سطح زرده تخم مرغ  . سپس جنینرسیدندهامیلتون -طبق جدول تکاملی هامبورگر 97-96مراحل  ها به قرار داده شدند تا جنین

 یعصب ستیغ های سلول ساعت در ظروف کشت سلولی، کشت داده شد تا 72مدت  و بهجدا  جوجه جنین لوله عصبی از و جداسازی شده 

در  .شد داده ازدیاد و تکثیر اجازه روز 3 مدت ها به شد و به سلول خارج و جدا کشت ظروف کف از عصبی لوله گاه از آن جدا شوند. آن

 صورت گرفت. PCRآوری شدند و جهت ارزیابی پروفایل بیان ژن،  ها جمع نهایت این سلول

، Slugچنین نشانگرهای  ها هم شرایط کشت گسترش یافتند. این سلولهای ستیغ عصبی از لوله عصبی جدا شده و در  سلول نتايج:

Sox9  وSox10 روش  را بهRT-PCR بیان کردند. 

توانند در محیط آزمایشگاهی از لوله عصبی رها شده و در شرایط کشت مناسب و ساده تکثیر و  های ستیغ عصبی می سلول گیری: نتیجه

 گسترش یابند.

 سلول ستیغ عصبی، لوله عصبی جنین جوجه، کلیدی:واژگان 

mailto:ms217059@gmail.com
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 مقدمه

 نینج نیوکت لاح رد مرد در مرز بین صفحه عصبی و اپیهستند که  نورواکتودرمهای مشتق از  های ستیغ عصبی سلول سلول 

 یمیشنازم تلاح هب یلایلت یپا تلاح زا نیریز مردوزم هب ذوفن و هیحان نیا زا لاعف ییاج هباج و ترجاهم اب و دنریگ یم لکش

 یاه هدر هب زیامت تیلباق نوچ ،دنوش یم هدیمان ناوت دنچ زاس شیپ یاه لولس ناونع هب اه لولس نیا .(9) دنهد یم تلاح رییغت

 و تروص یاه ناوختسا و دنبمه تفاب هب ناوت یم یبصع غیتس یاه لولس فلتخم تاقتشم زا .(7) دنراد ار یلولس فلتخم

 قوف ددغ یزکرم شخب ،اه تسلابوتنودوا ،بلق رد یا هنت-یطورخم موتپس ،یا همجمج و یعاخن باصعا یاه نویلگناگ ،همجمج

        .(9) دومن هراشا ناوش یاه لولس ،هیلک

 ها سلول این با مرتبط های بیماری به محققان های ستیغ عصبی، توجه با توجه به نقایص شدید ناشی از عدم تشکیل سلول

 بخش در شدیدی های تواند با ناهنجاری می ها سلول در تکوین، تکثیر و مهاجرت این اختلال است؛ چراکه، شده معطوف

  (.2، 9)های عصبی همراه باشد  صورت، قلب و عروق و بیماری و جمجمه

توان با جداسازی  های ستیغ عصبی وجود دارد. می یابی به سلول های آزمایشگاهی متداول و متنوعی برای دست امروزه روش

های  های بنیادی مختلف به سلول ( یا تمایز سلول1، 3ها از لوله عصبی جنین در حال تکوین جانوران ) قیم این سلولمست

ها پی برد و به بررسی روند  های ستیغ عصبی، به چگونگی تکوین و تمایز این سلول ساز ستیغ عصبی و در نهایت سلول پیش

 (FACS)توان با استفاده از  چنین می (. هم3، 2اهی پرداخت )ها در شرایط آزمایشگ تکثیر و مهاجرت این سلول

fluorescence activated cell sorting های  های ستیغ عصبی از پیش سازهای سلول تمایز و جداسازی جمعیت سلول به

گیرد تا  ت میهای فراوانی صور های شوآن اقدام نمود. تلاش بنیادی با منشا مختلف نظیر پالپ دندان، فولیکول مو و سلول

تر فرآیند تکوین و تمایز و  ها به ارزیابی دقیق ای بهبود یابد که بتوان با استفاده از آن گونه ها به شرایط کشت این دسته از سلول

باشند و برخی از  ها بسیار پرهزینه و مستلزم صرف زمان زیاد می بسیاری از این روش(. 9ها پرداخت ) هاجرتی این سلولرفتار م

های  ها دارند. برخی از سلول جهت کشت و تکثیر این سلول (Feeder layer)نیاز به یک لایه سلولی تغذیه کننده  ها آن

توانند  روند از پتانسیل تمایزی متفاوتی برخوردارند و نمی کار می های ستیغ عصبی به سلول  عنوان منبع تمایز به بنیادی که به

ها  دینامیک مهاجرت سلولی این سلولجهت ارزیابی  (Premigratory)های ستیغ عصبی در مرحله پیش مهاجرتی  سلول

 اولیه کشت و تا حدی کم هزینه جهت جداسازیکار ساده، سریع و  ارایه یک راه مطالعه این از هدف لذا. (9، 3تولید کنند )

 است.  آزمایشگاهی محیط در جوجه جنین عصبی لوله بافت عصبی در مرحله پیش مهاجرتی از ستیغ های سلول

 

 ها مواد و روش

 93ساعت در دمای  99تا  73حدود  دار های نطفه تخم مرغدر این مطالعه تجربی، جداسازی و کشت اولیه لوله عصبی: 

برطبق  96تا  2مراحل  ها به درصد در داخل انکوباتور قرار داده شدند تا جنین 16تا 33گراد و رطوبت نسبی  سانتیدرجه 

های حاصل از  در این مطالعه کلیه موازین اخلاقی جهت کار بر روی جنین هامیلتون برسند.-جدول تکاملی هامبورگر

ها از روی  سپس جنین دانشگاه علوم پزشکی اردبیل رعایت شده بود.دار مطابق با تاییدیه کمیته اخلاق  های نطفه مرغ تخم

ها از  بافتتر  برای جداسازی راحت آوری شدند. جمع Leibovitz's( L15جداسازی شده و در محیط ) مرغ سطح زرده تخم

برای خنثی  . سپسدقیقه قرار داده شدند 96مدت  به mg/ml  9با غلظت  Dispaseآنزیم  لیتر میلی 3ها در  جنین ،دیگر هم

سپس در زیر . قرار داده شدند حاوی سرم جنینی گوساله L15دقیقه در محیط  93مدت  هها ب شدن اثر آنزیم جنین

های  لوله تازه منتقل شد.L15 محیط  جدا شد و به جوجه جنین های انسولین لوله عصبی از کمک سوزن استریومیکروسکوپ به

DMEM/F12 + 15% FBS + 10که حاویای  خانه 1روف کشت ظ عصبی سپس به
-7

µM RA + 20ng/mL bFGF 
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+ 10ng/ml EGF + 0.1% β-ME + 1% Pen/Sterp های سلول ساعت، 72 گذشت از پس و شدند داده بودند، انتقال 

 ها سلول به سپس. شد خارج و جدا کشت ظروف کف از عصبی لوله کردند. آنگاه عصبی لوله از جداشدن به شروع عصبی ستیغ

  .شد داده ازدیاد و تکثیر اجازه روز 3 مدت به DMEM/F12 + 15% FBS + µM RA 2-96 کشت محیط در

 Sox10و Slug ،Sox9های  نژ بیان ارزیابی برای RT-PCR روش از بررسی این در: RT-PCRو انجام  RNAاستخراج 

  MyoDو Brachyuryهای  چنین بیان ژن هم استفاده شد.، دنشو های ستیغ عصبی بیان می هایی که در سلول عنوان ژن به

های ستیغ  سلولها مورد بررسی قرار گرفتند.  یابند در این سلول سازهای عضلانی تجلی می های مزودرمی و پیش که در سلول

 داری شدند. نگه گراد درجه سانتی -36داده شده ودر دمای  در محلول ترایزول قراراز ظروف کشت،  پس از جداسازیعصبی 

 Total یک میکروگرم از روی cDNAهای جدا شده، با استفاده از کیت سنتز  از نمونه RNA Totalپس از استخراج 

RNA ،cDNA .سپس واکنش  سنتز شدPCR  با استفاده میکرولیتر  73برای پرایمرهای اختصاصی مختلف در حجم کلی

آورده شده است.  9ها در جدول  صورت گرفت. لیست پرایمرها و توالی آن 3999مدل  مَسترسایکلر گرادیان اپندورف از دستگاه

و ژن  Brachyury و Sox9 ،Sox10،Slug ،MyoDهای اختصاصی  بیان ژنتکثیر حاصل از  PCR در نهایت محصول

GAPDH کمک نور  و باندهای ایجاد شده بهالکتروفورز شد درصد  9روی ژل آگارز عنوان ژن خانگی  بهUV دستگاه doc  

Gel و تصاویر آن ثبت شد مشاهده. 

 
 و تعداد سیکل (AT)الگو  اتصال پرایمر بهدمای ، (Base pair: bp)بازها  جفت تعداد با همراه استفاده مورد پرایمرهای فهرست: 9جدول 

Cycle Length(bp) AT(°C) Primer Sequence (5'→3' Gene ) Gene 

28 330 50 F: AGTCATCCCTGAGCTGAATG 

R: AGGATCAAGTCCACAACACG 

GAPDH 

35 448 60 F: CAGCCCCACCATGTCGGAT 

R: GGTGGTCCTTCTTGTGCTGC 

Sox9    

33 447 60 F: CAAGAGCAAACCCCACGTCA 

R: CTCGGTCTTAGGGGTGGTGG 

Sox10   

33 509 53 F:CCAAGAAGCCAAACTACAGCG     R: 

GTAGCGTGTGGGTCCTGATGT 

Slug     

35 200 55 F:ACTACACGGAATCACCAAATGACC 

R: AAGGAATCTGGGCTCCACTGTC 

MyoD   

35 388 49 F: CCTCAAGTTTGGCATCTGG 

R: GCTGACAGGGGTCTGAATGT 

Brachyury 

 

 نتایج

 شت اولیه لوله عصبی جداشده از جنین جوجهک

ظروف این کف  عصبی بههای  لوله ،(A9)شکل در ظروف کشت ها  و کشت آنهای عصبی از جنین جوجه  لولهپس از جداسازی 

بعد از این (. B9)شکل  جدا شدن نمودند شروع به ها های ستیغ عصبی از اطراف آن سلولساعت،  72طی مدت و  ندچسبید

های  صورت یک حفره در وسط سلول ها به بافت لوله عصبی از ظروف کشت جدا شدند و جای آناز مانده  باقیهای توده  زمان،

 (.C9د )شکل شجدا شده از آن مشاهده 
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حذف بافت  C)های ستیغ عصبی از اطراف لوله عصبی کشت داده شده و  جدا شدن سلول B)( استقرار لوله عصبی در ظرف کشت، Aکشت اولیه لوله عصبی.  :9شکل 

 (.×76)بزرگنمایی  ساعت 72کشت داده شده لوله عصبی از ظرف کشت پس از 

 

 های ستیغ عصبی  سلولتکثیر ظهور و 

لوله  مانده های باقی توده از جداسازی ساعت بعد 72 که داد نشان اینورت میکروسکوپ استفاده با ها سلول مورفولوژی بررسی

ظاهر  ،های ستیغ عصبی مطابقت داشتند که از نظر مورفولوژیکی با سلول با زواید متعددی یها سلول ،عصبی از ظروف کشت

تعداد فراوانی از  ،روز 3که بعد از  طوری ؛ها پس از تعویض محیط کشت روبه افزایش نهاد تعداد این سلول. (A7شکل )شدند 

روز بعد از تکثیر این  1-3حدودا  .(B7 )شکل ستیغ عصبی در کف ظروف کشت مشاهده شدندهای  سلولبا مورفولوژی  ها آن

 ،ها از لحاظ مورفولوژیکی پیش رفتند. این سلول های ملانوسیت سلول تولید سمت ها به آن کشت، برخی ازها در محیط  سلول

 .(C7 )شکل های سیتوپلاسمی سیاه رنگ بودند هایی با دانه سلول

 

 

های  سلول (C)تر  نمایی بیش های ستیغ عصبی با بزرگ ( سلولB)، روز 3بعد ها  آن. تکثیر فوق العاده با زوائد متعدد های ستیغ عصبی مورفولوژی سلول (A) :7شکل

 .روز بعد از کشت 3شبیه ملانوسیت 

 

 RT-PCRنتايج 

دست آمده از کشت اولیه  های ستیغ عصبی به در سلول Sox9،Sox10 ،Slug های بیان ژن، RT-PCRروش استفاده از  اب

دست آمده  ارزیابی شد. نتایج بهها  در همه سلول عنوان ژن خانگی به نیز GAPDHژن بیان لوله عصبی جنین بررسی شد. 

 های ستیغ در سلول عصبی بودندهای ستیغ  دهنده هویت سلول که نشان .Sox9،Sox10 ،Slugهای  ژننشان دادند که 

ژنی که عنوان  به MyoDژن ها، بیان  چنین جهت ارزیابی بهتر این سلول هم .شدندبیان  عصبی جدا شده از لوله عصبی

هایی با منشا  که خاص سلول  Brachyuryو نیز بیان ژن شود های جنینی بیان می سومایتهای حاصل از  مایوتومدر

های ستیغ عصبی  مشخص شده است، بیان این ژن در سلول 9طورکه در شکل مزانشیمی است، مورد ارزیابی قرار گرفت. همان

 ر بود.مراتب کمت های ستیغ عصبی به های اختصاصی سلول در مقایسه با کل جنین و حتی ژن
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 .(WE)و کل جنین  (NCC)های ستیغ عصبی  مختلف در سلولهای  بیان ژن RT-PCR: نتایج 9شکل

 

 بحث

 های مختلف مرتبط با نواقص و موجودات زنده و بیماری های ستیغ عصبی در گستردگی تمایز سلول اهمیت و  توجه به با

از بین  ها معطوف شده است. های آزمایشگاهی این سلول امروزه مطالعات مختلفی برروی نمونه، ها های این سلول جهش

مطالعه حاضر از لوله  (. در96) جوجه صورت گرفته است های موش و تر مطالعات برروی جنین زمایشگاهی بیشآحیوانات 

 زمایشگاهی استفاده شده است.آهای ستیغ عصبی درمحیط  یابی به سلول عصبی جنین جوجه برای دست

عنوان مثال؛ بدون  ها دارد. به تکثیر و تمایز سلول دهد که نوع محیط کشت تاثیر مهمی در فته نشان میهای صورت گر بررسی

 FBS درصد 76و  93، 3های  غلظت در ظروف کشت را ندارد. لوله عصبی توانایی اتصال به ،درمحیط کشت FBSوجود 

ها  این سلول بالاتر رود توانایی تمایز درصد 76تا  93 از FBSکه غلظت  توانایی اتصال لوله عصبی وجود دارد، اما درصورتی

اتصال لوله  بر  تا علاوهدرصد است  FBS 93همین دلیل بهترین غلظت حدود  یابد. به های ملانوسیت افزایش می سمت سلول به

 حضورهای ملانوسیت جلوگیری شود. در صورت  سمت سلول ها به های ستیغ عصبی، از تمایز سریع آن سازی سلول زادآ عصبی و

صورت جدا  اما در .شود محیط کشت ایجاد می های ستیغ عصبی در روز جمعیت زیادی از سلول 2تا  9، ظرف مدت لوله عصبی

 دهنده وجود فاکتورهای حفظ کننده بقا نشان (. این امر احتمالا99) شوند ها لیز می بیشتر سلول ،کردن لوله عصبی از محیط

(. مطالعات مختلف افزودن اسید رتینوییک و بتامرکاپتواتانول 97) شود های ستیغ عصبی است که از لوله عصبی ترشح می سلول

و نیز اسید رتینوئیک  EGFو  bFGFاین مطالعه از  در. لذا (99) اند های ستیغ عصبی موثر دانسته را نیز در حفظ بقای سلول

گر تکثیر و تزاید این  و نتایج بیان های ستیغ عصبی در محیط کشت استفاده شد سلول برای حفظ بقاو بتا مرکاپتواتانول 

  ها در محیط کشت بود. سلول

شود که  ن از نظر مورفولوژیکی ایجاد میآاطراف  دسته سلول در 7 ،ساعت بعد از کشت لوله عصبی درمحیط کشت 23تا  72

 باشند میهای ستیغ عصبی  که شبیه سلولهستند ها  نآای شکل با فضای بین  ها از لحاظ مورفولوژی ستاره یک دسته از سلول

شبکه  ،روز بعد از کشت 2-3گیرند. حدود  قسمت شکمی لوله عصبی منشا می که از ی هستندهای پهن سلول و دسته دیگر

این مرحله تشکیل  در ها نیزچنین ملانوسیت هم گیرد. محیط شکل می ساختارهای شبیه نورون در کسون وآ ای از پیچیده

روز بعد از کشت لوله  9این مطالعه نیز  (. در99) دارد FBSهای بالای  غلظت با یارتباط مستقیماین نوع تمایز، شوند که  می
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 جداسازی از لوله عصبی و بعد از تکثیر یافتند و ،های ستیغ عصبی بودند هایی که از لحاظ مورفولوژی شبیه سلول سلول ،عصبی

 از تکثیر، با گذشت زمان .های ستیغ عصبی اتفاق افتاد سلول تکثیر قابل توجهی از ،محیط کشت کردن ترکیبات مکمل بهاضافه 

تکثیر،  روز بعد از 3 این مطالعه حدود لذا در .سمت تمایز پیش رفتند به محیط کشت کاسته شده و های ستیغ عصبی در سلول

 شدند.وری آ های ستیغ عصبی از محیط کشت جمع سلول

اثبات  باید از طریق بیان نشانگرهای اختصاصی بهها  این سلولماهیت عصبی، های ستیغ  سلول وریآ بعد از جداسازی و جمع

های  مطالعه حاضر بیان ژن در .(91و  93، 92) شود ها استفاده می های مختلفی برای تعیین ماهیت این سلول برسد. ژن

Sox9،Sox10  و Slug  استفاده از روش باRT-PCR .بررسی شدند 

 Snail و Sox  جمله اعضا خانواده  های ستیغ عصبی فاکتورهای مختلفی از دهند که در تشکیل سلول مطالعات نشان می

 Sox9(. 99 و 93، 92) دنهای ستیغ عصبی نقش دار و نیز مهاجرت سلول (EMT) مزانشیم تلیال به درتنظیم تغییر حالت اپی

های ستیغ  تشکیل سلول (. در93، 92) شود سبب این تغییر حالت می Snail2سازی  الطریق فع هم از طورمستقیم و هم به

سبب  BMP، واقع نیز نقش دارند. در WNTو BMPرسانی مانند  های پیام مولکول ،بر فاکتورهای ذکر شده علاوه ،عصبی

 (.77و  79، 76) شود می Sox9و Snail2فعال شدن 

Snail1/2 ها دارد این سلولتخصص یافتگی  که نقش مهمی در شود عصبی بیان می غهای ستی مراحل اولیه تشکیل سلول در. 

 Sox10. (96) شود موش می دار در مانند کام شکافای  چهره –ای جمجمهمشکلات بروز بیان این ژن سبب  اختلال در

های  سمت سلول حفظ ظرفیت تمایز بهاز جمله کند  میها بازی  نآمشتقات  های ستیغ عصبی و سلول های مختلفی در نقش

های ستیغ عصبی  نورون و حفظ تکثیر سلول ای صاف و های ماهیچه سمت سلول آشکار به تمایز از گلیال، جلوگیری نورون و

 یرهای ستیغ عصبی واگال و ترانکال را تحت تاث مشتقات سلول، Sox10 یها جهش، موش و ماهی گورخری انسان، (. در93)

 (.73و  72، 79) وابسته هستند Sox10به های ستیغ عصبی این دو منطقه  دهد سلول که این نشان می دهد قرار می

Slug  وSnail ها جزو خانواده  این ژن های ستیغ عصبی شناسایی شدند. سلول اولین عوامل رونویسی بودند که در ازZn-

finger جنین جوجه  شوند. در های ستیغ عصبی استفاده می گر سلول عنوان نشان وفور به به و هستندSlug شود ولی  بیان می

snail های ستیغ عصبی موش و ماهی گورخری سلول اما در بیان ندارد؛ Snail جای به را Slug (.99، 91) کنند بیان می 

زمایشگاهی آهای ستیغ عصبی درمحیط  سبب نقص مهاجرت سلول Xenopusدر جنین جوجه و   Slugکرد کاهش عمل

 (.92، 91)رود  شمار می بههای ستیغ عصبی  زایی سلول ترین عوامل لایه مهم ازSlug  شود. بنابراین می

بررسی  RT-PCRهای ستیغ عصبی با استفاده از روش  روی سلول Slug و  Sox9،Sox10های  در مطالعه حاضر بیان ژن

ها در  که صرف بیان ژن جایی از آن های ستیغ عصبی بود. سلول های ذکر شده روی دهنده بیان بالای ژن شد که نتایج نشان

شوند نیز باید  ها بیان نمی هایی که در آن سلول ها باشد بلکه ژن کننده هویت سلول تواند تعیین های کشت داده شده نمی سلول

نتایج که  ندها بررسی شد در این سلول نیز Brachyury و MyoDدر این مطالعه بیان دو ژن  ،(71( مورد بررسی قرار گیرند

از  MyoD شده بود. های ذکر در سلول  Brachyuryضعیفبسیار بیان  و MyoD نشان دهنده عدم بیاندست آمده  به

در  کدهنده هویت میوژنی شود و در واقع نشان بیان می SHHها با غلظت بالا تحت تاثیر  سومایت باشد که در هایی می ژن

ها  این سلولغیرمزودرمی نوعی ماهیت  نیز بهعصبی های ستیغ  عدم بیان ژن ذکرشده در سلول و باشد سومایتی میهای  سلول

 (.72)دهد  را نشان می

تنظیم تشکیل مزودرم پشتی را در یابد،  تجلی میساز نوتوکورد و نوتوکورد  های پیش سلولاولیه،  که در گره Brachyuryژن 

 Brachyury ها از طریق شیار اولیه ضرورت دارد. این ژن برای مهاجرت سلول کند. کنترل می دمی رویان نواحی میانی و

رمزگذاری ، کند برداری عمل می نسخه عنوان عامل را که به DNAهای اختصاصی ین متصل شونده به توالیئنوعی پروت
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های ستیغ  های اختصاصی سلول مقایسه با ژندر ضعیفی را بسیار های ستیغ عصبی بیان  در سلول نیزژن این  (.9) نماید می

 ها بود. گر ماهیت غیرمزودرمی این سلول عصبی نشان داد که این امر بیان

  

 گیرینتیجه

رهاسازی سلول ستیغ  دهد که لوله عصبی جنین جوجه در محیط آزمایشگاهی قادر به حاصل از این مطالعه نشان مینتایج 

ها نقش دارد مانند  گیری و مهاجرت این سلول هایی که در شکل ا را از طریق بیان ژنه توان هویت آن باشد و می عصبی می

Slug ،Sox9 وSox10 ها ندارند مثل  هایی که نقشی در تشکیل آن و عدم بیان ژنMyoD  وBrachyury  .تعیین نمود

ها مبادرت نموده و از  توان به تکثیر و ازدیاد این سلول چنین با استفاده از یک محیط کشت غنی حاوی فاکتورهای رشد می هم

 ها در مطالعات آتی بهره جست.  آن
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Abstract 

Aim: we aimed at presenting a simple and efficient method for isolating and characterizing 

the neural crest cells. 

Material and Methods: The hen’s fertilized eggs were incubated for about 35h at 38°c and 

55-60% humidity until the embryos reached to stages 10-12 according to Hamburger-

Hamilton developmental stage table. Then the embryos were removed from the egg’s yolk 

and the neural tube was isolated and cultured for 24 h in a tissue culture dish to release neural 

crest cell. Then after, the neural tube was removed and allowed to NCC to expand for further 

5 days. Finally, the cells were collected and subjected to PCR to study their gene expression 

profile. 

Results: The neural tube released NCC and these cells proliferated in culture condition. They 

also expressed markers including Slug, Sox9 ,and Sox10 by the RT-PCR method. 

Conclusion: The neural tube can release NCC in culture condition and these cells can 

proliferate in the presence of an appropriate medium. 

Keywords: Chick embryo, Neural crest cell, Neural tube 
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